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Аннотация 
Поксвирусы широко используются в качестве векторов при разработке вакцин против 

инфекционных заболеваний человека и животных. Ограниченный круг восприимчивых животных 
и непатогенность для человека каприпоксвирусов определяют огромный потенциал их 
использования в качестве вакцинных векторов. Технология получения рекомбинантных 
каприпоксвирусов может быть значительно улучшена путем сочетания временной доминантной 
селекции по гену gpt Escherichia coli (основан на устойчивости к микофеноловой кислоте) с 
дифференциальной экспрессией флуоресцентного белка.  

Рекомбинантный вирус генерируется путем замены зеленого флуоресцирующего белка (в 
акцепторном вирусе) целевым геном в результате двух последовательных рекомбинаций ДНК. В 
процессе первого кроссинговера плазмида интеграции с целевым геном встраивается в геном 
акцепторного вируса. В результате образуется нестабильная генетическая конструкция, которая 
может существовать только под селективным давлением микофеноловой кислоты. После снятия 
селективного давления происходит внутримолекулярная рекомбинация вирусного генома в 
участках гомологии, и образуются два типа вирусов: рекомбинант с целевым геном и исходный 
акцепторный вирус. 

Вовлеченные вирусы (зеленый исходный, зеленый промежуточный и бесцветный конечный) 
визуализируются по-разному с помощью флуоресцентной микроскопии, что позволяет 
использовать простой и эффективный протокол отбора целевых рекомбинантов. Этот метод (замена 
генов «от зеленого к бесцветному») значительно сокращает время, необходимое для получения 
безмаркерного рекомбинантного каприпоксвируса.  

Ключевые слова: вирус нодулярного дерматита, рекомбинация генома, вирусный вектор. 
 
Вакцинация является основным методом профилактики инфекционных заболеваний. 

Несмотря на большое количество доступных препаратов, создание эффективных и 
безопасных вакцин все еще остается актуальной задачей. Одним из решений может стать 
генетическая иммунизация, в результате которой в организм доставляются гены, 
кодирующие целевые антигены патогенных микроорганизмов [1]. Экспрессия таких генов 
в организме имитирует вирусную инфекцию, вызывая иммунный ответ. Доставка целевых 
генов может осуществляться различными путями [2], среди которых использование 
вирусных векторов. Вирусные векторы, экспрессирующие гетерологичные антигены, 
сходны с аттенуированными живыми вирусными вакцинами, и в идеале должны обладать 
способностью включать в свой геном чужеродные гены целевых антигенов, промоторов и 
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адъювантов и стабильно их экспрессировать. Разработка вирусных векторов направлена на 
создание поливалентных вакцин, а также вакцин против основных болезней человека и 
животных, для которых до сих пор эффективные профилактические препараты 
отсутствуют.  

Поксвирусы, сконструированные для экспрессии чужеродных генов, 
зарекомендовали себя как чрезвычайно ценные инструменты в современной биотехнологии 
при разработке как медицинских, так и ветеринарных вакцин. Геном с высокой емкостью 
для рекомбинантной ДНК [3], точный вирус-специфический контроль экспрессии гена-
мишени, отсутствие персистентности или интеграции в геном хозяина [4], высокий уровень 
иммуногенности [5, 6], исключительная термостабильность, а также простота получения 
вектора и вакцины являются важными характеристиками, благодаря которым поксвирусы 
нашли широкое применение в качестве вакцинных векторов.  

Вирус нодулярного дерматита относится к роду Capripoxvirus семейства Poxviridае. К 
роду Capripoxvirus относятся также вирусы оспы овец и оспы коз. Каприпоксвирусы имеют 
высокую генетическую гомологию [7, 8].  Аттенуированные вакцинные штаммы 
каприпоксвирусов были успешно использованы в качестве векторов при разработке 
бивалентных вакцин [9, 10, 11]. Каприпоксвирусы имеют ограниченный круг 
восприимчивых животных и вызывают абортивные инфекции в организме непермиссивных 
животных. Однако даже в отсутствие репликации рекомбинантные каприпоксвирусы 
корректно экспрессируют чужеродные гены и вызывают длительные иммунные ответы у 
иммунизированных хозяев [12, 13]. Эти свойства делают каприпоксвирусы 
перспективными для разработки векторных вакцин против инфекционных заболеваний 
различных видов животных.  

Способы получения рекомбинантных поксвирусов детально рассмотрены в ряде 
обзоров [14, 15]. Для селекции и отбора рекомбинантов используют маркерные гены. Это 
могут быть гены, обеспечивающие устойчивость к антибиотикам [16, 17, 18] или 
визуальные маркеры. Среди них ген бета-галактозидазы, экспрессия которого 
сопровождается окрашиванием бляшек вируса в синий цвет в присутствии 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) [19, 20]; ген бета-глюкуронидазы в 
зависимости от используемого субстрата образует цветные или флуоресцентные продукты 
[21]. Более поздние исследования связаны с использованием флуоресцирующих белков [22, 
23].  

Наиболее перспективным направлением в селекции и отборе рекомбинантных 
поксвирусов является использование в качестве маркеров флуоресцирующих белков. В 
лаборатории молекулярной биологии и генной инженерии НИИ проблем биологической 
безопасности сконструированы векторные плазмидные ДНК и отработан способ получения 
рекомбинантных каприпоксвирусов методом гомологичной рекомбинации в условиях 
временной доминантной селекции с использованием в качестве селективного маркера гена 
Escherichia coli, кодирующего фермент ксантин-гуанинфосфорибозилтрансферазу (gpt) 
[24]. Целью данных исследований являлась оптимизация отбора рекомбинантых вирусов 
нодулярного дерматита при разработке векторных вакцин.  
 

Материалы и методы исследования 
Клеточные культуры, использованные в этом исследовании, были предоставлены 

Лабораторией клеточной биотехнологии НИИ проблем биологической безопасности. 
Первичные клетки тестикул ягненка (TЯ) культивировали при 37°C в 5% CO2 в 
полусинтетической пристеночной среде (ПСП, НИИПББ, РК) с добавлением 10% (об./об.) 
эмбриональной бычьей сыворотки (ЭБС, Sigma, США). 

В работе использовали рекомбинантный вирус нодулярного дерматита Atyrau-B, 
полученный в результате нокаута гена LSDV008 в геноме вирулентного штамма вируса 
Dermatitis nodulares/2016/Atyrau/KZ. Вирусы нодулярного дерматита размножали на 
клетках ТЯ с использованием среды ПСП, содержащей 2% ЭБС, в течение 7-10 дней при 
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37°C в 5% CO2. Активность вируса определяли методом микротитрования в 96-луночных 
планшетах. Титр рассчитывали по методу Рида и Менча и выражали в lg ТЦД50/см3.  

Плазмиды интеграции pIN-LSDV066-EGFP и pIN-LSDV066-IL18 для встраивания 
гена зеленого флуоресцирующего белка (EGFP) или бычьего интерлейкина-18, 
соответственно, в локус тимидинкиназы вирусного генома были сконструированы как 
описано нами ранее [25]. 

Рекомбинантные вирусы получали путем гомологичной рекомбинации в условиях 
временной доминантной селекции, как описано ранее [24]. Вкратце, монослой клеток ТЯ 
инфицировали вирусом нодулярного дерматита Atyrau-B или его производными в дозе 0,1 
ТЦД50/клетка в течение 2 ч, а затем трансфицировали соответствующей интеграционной 
плазмидой с использованием липофектамина 2000. Когда цитопатический эффект (ЦПЭ) 
достигал 80% (3-5 дней), клетки лизировали тремя циклами замораживания-оттаивания. 
Для обогащения трансфекционного пула рекомбинантным вирусами проводили 2-3 
последовательных пассажа в селективной среде ПСП, содержащей 2% ЭБС, 2,5 мкг/мл 
микофеноловой кислоты, 25 мкг/мл ксантина и 1,5 мкг/мл гипоксантина. Отбор 
рекомбинантов проводили клонированием методами предельного разведения и бляшек. 
Рекомбинантные вирусы идентифицировали методом люминесцентной микроскопии и 
ПЦР. ПЦР-анализ проводили для определения гомогенности рекомбинантного вируса, т.е. 
полного отсутствия родительского вируса, с использованием праймеров RCR-TK-F 5’-
aattataggacctatgttttctggc-3’ и RCR-TK-R 5’-cagcgtctttataacattccat-3’. Размер продукта для 
исходного вируса составляет 413 п.о., со встроенным геном egfp – 1225 п.о., со встроенным 
геном bIL-18 – 1085 п.о. 

ПЦР проводили в 25 µл, содержащих 5 µл 5× реакционного буфера OneTaqStandard, 
0,5 µл 10 мМ dNTP, по 1 µл каждого праймера (10 пмоль/µл) и 0,125 µл ДНК-полимеразы 
OneTaq (0,625 ед.), 1 µл матричной ДНК (100 нг/µл) и стерильной дистиллированной воды 
до конечного реакционного объема. Матричную ДНК денатурировали в течение 30 с при 
94°С, отжиг праймеров проводили при 50°С в течение 30 с, удлинение цепи проводили при 
72°С в течение 90 с (30 циклов). 

Для отбора бляшек вируса и оценки экспрессии зеленого флуоресцирующего белка 
рекомбинантным вирусом нодулярного дерматита использовали люминесцентный 
микроскоп Альтами ЛЮМ-2.  

Экспрессию интерлейкина 18 рекомбинантным вирусом нодулярного дерматита 
подтверждали методом вестерн-блота, как описано ранее [24], с использованием 
поликлональных мышиных анти-bIL18 сывороток. 

 
Результаты и обсуждение 
Рекомбинация вирусного генома в условиях временной доминантной селекции 

происходит следующим образом. В процессе первого кроссинговера вся плазмида 
интеграции встраивается в вирусный геном (рисунок 1А). В результате образуется 
нестабильная конструкция, которая может существовать только под селективным 
давлением микофеноловой кислоты. После снятия селективного давления происходит 
внутримолекулярная рекомбинация вирусного генома в участках гомологии и образуются 
два типа вирусов; рекомбинант с целевым геном и исходный вариант дикого типа. В 
некоторых случаях для выделения рекомбинанта требуется 10 и более раундов 
клонирования методом предельного разведения и бляшкообразования.  

Для повышения эффективности отбора рекомбинантов мы разработали акцепторный 
вирус, в геном которого встроен маркерный ген флуоресцентного белка. При 
использовании акцепторного вируса для гомологичной рекомбинации в условиях 
временной доминантной селекции отбор рекомбинантов возможен уже через 2-3 раунда 
клонирования методом бляшек. Если бляшки акцепторного вируса и вирусов с 
нестабильным генетическим геномом флуоресцируют за счет экспрессии маркерного гена, 
бляшки рекомбинантного вируса остаются бесцветными при люминесцентной 
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микроскопии. Как видно из рисунка 1Б, в результате внутримолекулярной рекомбинации 
генома после снятия селективного давления образуются два типа вируса - 
флуоресцирующий и не флуоресцирующий («от зеленого к бесцветному»). 

 

 
А 

 
Б 

 
Рисунок 1 – Схема гомологичной рекомбинации вирусного генома в условиях временной 

доминантной селекции: прямое встраивание чужеродного гена (А) и встраивание чужеродного 
гена путем замены маркерного гена - стратегия "зеленый-бесцветный" (Б) 

 
На первом этапе исследований нами был разработан вирус-акцептор. В геном вируса 

нодулярного дерматита Atyrau-B был встроен ген зеленого флуоресцирующего белка. Для 
отбора рекомбинантных вирусов использовали люминесцентную микроскопию в 
комплексе с ПЦР. В результате было получено три клона рекомбинантных вирусов Atyrau-
BJ(EGFP), содержащих в своем геноме ген зеленого флуоресцирующего белка. 
Генетическая стабильность была подтверждена путем последовательного пассирования 
рекомбинанта в течение 10 пассажей (рисунок 2А). Как видно из рисунка 2А, локус 
тимидинкиназы (LSDV066) остается стабильным в течение 10 пассажей, сохраняя 
встроенный чужеродный ген в своем составе. 

 

 
А 

 
Б 

А: анализ клонов рекомбинантного вируса Atyrau-BJ(EGFP) на наличие гена EGFP, структуры 
локуса LSDV066; 1-3 – ДНК клонов вируса после пятого пассажа, 4-6 – ДНК клонов вируса после 
десятого пассажа, PC – положительный контроль (плазмидная ДНК). Б: анализ клонов 
рекомбинантного вируса Atyrau-BJ(IL18) на наличие гена IL18, структуры локуса LSDV066; 1 – 
ДНК вируса после пятого пассажа, 2 – ДНК вируса после десятого пассажа, PC – положительный 
контроль (плазмидная ДНК). 

 
Рисунок 2 – ПЦР анализ рекомбинантных вирусов после 5 и 10 пассажа 

 
Экспрессию встроенного гена зеленого флуоресцирующего белка оценивали методом 

люминесцентной микроскопии. Установлено, что уже через три часа после инфицирования 
клеток рекомбинантным вирусом в монослое регистрируются отдельные 
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флуоресцирующие клетки (рисунок 3А). Со временем их число увеличивается (рисунок 3 Б 
и В) и через 24 ч флуоресцируют практически все клетки инфицированного монослоя 
(рисунок 3Г). При этом цитопатическое действие вируса можно наблюдать только к концу 
третьих – началу четвертых суток культивирования. 

 

 
А   Б   В   Г 

Рисунок 3 – Люминесцентная микроскопия монослоя клеток ТЯ через три (А), шесть (Б), 
двенадцать (В) и двадцать четыре часа (Г) после инфицирования рекомбинантным вирусом 

Atyrau-BJ(EGFP) (100×) 
 
Таким образом, нами был получен акцепторный вирус Atyrau-BJ(EGFP), который мы 

использовали в дальнейшем для встраивания целевого гена, используя стратегию «от 
зеленого к бесцветному». В качестве целевого гена мы использовали последовательность 
мРНК, кодирующую бычий интерлейкин-18.  

Монослой клеток ТЯ инфицировали акцепторным вирусом Atyrau-BJ(EGFP) и 
трансфицировали плазмидой интеграции pIN-LSDV066-IL18. Клеточный лизат после 
трансфекции клонировали методом бляшек под слоем агарозы. Бляшки анализировали 
световой и люминесцентной микроскопией (рисунок 4). 

 

 
А – световая микроскопия, Б – одновременная люминесцентная и световая микроскопия  

 
Рисунок 4 – Микроскопия бляшек, образованных в культуре клеток тестикул ягненка 

рекомбинантными вирусами нодулярного дерматита  
 
Не флуоресцирующие бляшки накапливали и анализировали методом ПЦР. Для 

полного удаления акцепторного вируса полученные вирусные клоны были повторно 
клонированы. В результате был получен клон вируса Atyrau-BJ(bIL18) экспрессирующий 
бычий интерлекин-18. В течение 10 последовательных пассажей вирус оставался 
генетически стабильным (рисунок 2Б). Об этом также свидетельствовала экспрессия 
интерлейкина-18, подтвержденная методом вестерн-блота (рисунок 5). Таким образом, с 
использованием стратегии «от зеленого к бесцветному» отбор рекомбинантных вирусов 
стал возможен за 2 раунда клонирования. 
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1 – бактериально экспрессированный интерлейкин 18 (положительный контроль), 2, 4 – 
неинфицированные клетки ТЯ, 3 – клетки, инфицированные вирусом Atyrau-BJ(IL18), пассаж 5, 5 – 
клетки, инфицированные вирусом Atyrau-BJ(IL18), пассаж 10 

 
Рисунок 5 – Иммунодетекция интерлейкина 18, экспрессированного рекомбинантным вирусом 

нодулярного дерматита Atyrau-BJ(IL18) 
 
Подобные стратегии были использованы при получении рекомбинантных вирусов 

осповакцины. Di Lillo et al. [26] разработали способ получения рекомбинантов 
модифицированного вируса осповакцины путем сочетания временной селекции по 
диапазону хозяев (основанной на восстановлении в MVA делетированного гена 
осповакцины K1L) с дифференциальной экспрессией флуоресцентных белков. При этом 
используют два вида культур клеток - RK13 и BHK-21. Три типа вовлеченных вирусов 
(красный исходный, зеленый промежуточный и бесцветный конечный рекомбинантный) 
визуализируют с помощью флуоресцентной микроскопии, что позволяет эффективно и 
быстро выделять рекомбинантные вирусы. Позднее авторы модифицировали метод 
очистки используя проточную цитометрию для сортировки клеток [27]. Barbieri et al. [28] 
использовали данный подход для получения множественных вставок в геном вируса 
осповакцины.  

 
Заключение 
Разработка векторных вакцин для профилактики инфекционных заболеваний 

животных и человека является перспективным направлением в вакцинологии. Вирус 
нодулярного дерматита, как и другие представители рода Capripoxvirus, имеют 
ограниченный круг хозяев и не патогенны для человека, что делает их уникальными 
векторами. Несмотря на простоту встраивания чужеродных последовательностей в геном 
поксвирусов, проблема отбора рекомбинантов остается актуальной. Разработка 
акцепторного вируса, экспрессирующих флуоресцирующий маркерный белок, и его 
использование при рекомбинации в условиях временной доминантной селекции по 
устойчивости к микофеноловой кислоте позволило значительно сократить число раундов 
клонирования при отборе рекомбинантов.  

Таким образом, для повышения эффективности отбора рекомбинантных вирусов была 
разработана стратегия «от зеленого к бесцветному». Данная стратегия основана на замене 
маркерного гена зеленого флуоресцирующего белка целевым геном. 
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ВЕКТОРЛЫҚ ВАКЦИНАЛАРДЫ ӘЗІРЛЕУ ҮШІН РЕКОМБИНАНТТЫ 

НОДУЛЯРЛЫ ДЕРМАТИТ ВИРУСТАРЫН АЛУДЫҢ ТИІМДІЛІГІН АРТТЫРУ 
ӘДІСІ 

 
Түйін 

Поксвирустар адам мен жануарлардың жұқпалы ауруларына қарсы вакциналарды жасауда 
вектор ретінде кеңінен қолданылады. Сезімтал жануарлардың шектеулі диапазоны және адам үшін 
каприпоксвирустардың патогенді болмауы оларды вакцина векторлары ретінде пайдаланудың 
үлкен мүмкіндіктерін анықтайды. Рекомбинантты каприпоксвирустарды алу технологиясын gpt 
Escherichia coli гені арқылы (микофенол қышқылына төзімділікке негізделген) уақытша 
доминантты селекцияны флуоресцентті ақуыздың дифференциалды экспрессиясымен біріктіру 
арқылы айтарлықтай жақсартуға болады.  

Рекомбинантты вирус ДНҚ-ның екі дәйекті рекомбинациясы нәтижесінде жасыл 
флуоресцентті ақуызды (акцепторлық вируста) мақсатты генмен ауыстыру арқылы жасалады. 
Бірінші кроссинговер кезінде мақсатты ген мен интеграциялық плазмида акцепторлық вирустың 
геномына енгізіледі. Нәтижесінде тек микофенол қышқылының селективті қысымында өмір сүре 
алатын тұрақсыз генетикалық құрылым қалыптасады. Селективті қысым жойылғаннан кейін 
гомологиялық аймақтарда вирустық геномның молекулаішілік рекомбинациясы жүреді және 
вирустардың екі түрі түзіледі: мақсатты гені бар рекомбинантты және бастапқы акцепторлық вирус. 

Қолданылған вирустар (бастапқы жасыл, аралық жасыл және соңғы түссіз) флуоресцентті 
микроскопия арқылы әр түрлі көрінеді. Бұл мақсатты рекомбинанттарды таңдаудың қарапайым 
және тиімді әдістемесін қолдануға мүмкіндік береді. Бұл әдіс (гендерді «жасылдан түссізге» 
ауыстыру) маркерсіз рекомбинантты каприпоксвирусты алу үшін қажетті уақытты айтарлықтай 
қысқартады.  

Кілтті сөздер: нодулярлы дерматит вирусы, геном рекомбинациясы, вирустық вектор. 
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Abstract 
Poxviruses are widely used as vectors in the development of vaccines against infectious diseases in 

humans and animals. The limited range of susceptible animals and the non-pathogenicity of capripoxviruses 
to humans determine the great potential for their use as vaccine vectors. The technology for producing 
recombinant capripoxviruses can be greatly improved by combining transient dominant selection for the 
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gpt gene of Escherichia coli (based on resistance to mycophenolic acid) with differential expression of 
green fluorescent protein. 

The recombinant virus is generated by replacing the green fluorescent protein (in the acceptor virus) 
with the target gene by two consecutive DNA recombinations. During the first crossover, the integration 
plasmid with the target gene is inserted into the genome of the acceptor virus. As a result, an unstable 
genetic construct is formed, which can only exist under the selective pressure of mycophenolic acid. After 
the selective pressure is removed, intramolecular recombination of the viral genome occurs in homology 
regions, and two types of viruses are formed: a recombinant with a target gene and an initial acceptor virus. 

The viruses involved (green parent, green intermediate, and colorless final) are visualized differently 
by fluorescence microscopy, allowing for a simple and efficient protocol for selecting target recombinants. 
This method (replacement of genes "from green to colorless") significantly reduces the time required to 
obtain a marker-free recombinant capripoxvirus. 

Keywords: lumpy skin disease virus, genome recombination, viral vector. 
 
Vaccination is the main method of preventing infectious diseases. Despite the large number 

of available drugs, the development of effective and safe vaccines is still an urgent task. One of 
the decisions may be genetic immunization, as a result of which genes encoding target antigens of 
pathogenic microorganisms are delivered to the body [1]. The expression of such genes in the body 
mimics a viral infection by triggering an immune response. Delivery of target genes can be carried 
out in various ways [2], including the use of viral vectors. Viral vectors expressing heterologous 
antigens are similar to attenuated live viral vaccines and should ideally be able to incorporate 
foreign genes of target antigens, promoters and adjuvants into their genome and express them 
stably. The development of viral vectors is aimed at creating polyvalent vaccines, as well as 
vaccines against major human and animal diseases, for which there are still no effective preventive 
drugs. 

Poxviruses engineered to express foreign genes have proven to be extremely valuable tools 
in modern biotechnology for the development of both medical and veterinary vaccines. Genome 
with high capacity for recombinant DNA [3], precise virus-specific control of target gene 
expression, lack of persistence or integration into the host genome [4], high level of 
immunogenicity [5, 6], exceptional thermostability, as well as ease of obtaining a vector and 
vaccine are important features that have made poxviruses widely used as vaccine vectors. 

Lumpy skin disease virus belongs to the genus Capripoxvirus of the Poxviridae family. The 
genus Capripoxvirus also includes sheep pox and goat pox viruses. Capripoxviruses have high 
genetic homology [7, 8]. Attenuated vaccine strains of capripoxviruses have been successfully 
used as vectors in the development of bivalent vaccines [9, 10, 11]. Capripoxviruses have a limited 
range of susceptible animals and cause abortive infections in non-permissive animals. However, 
even in the absence of replication, recombinant capripoxviruses correctly express foreign genes 
and elicit sustained immune responses in immunized hosts [12, 13]. These properties make 
capripoxviruses promising for the development of vector vaccines against infectious diseases in 
various animal species. 

Methods for obtaining recombinant poxviruses are considered in detail in a number of 
reviews [14, 15]. For selection and selection of recombinants, marker genes are used. These can 
be genes providing resistance to antibiotics [16, 17, 18] or visual markers. Among them, the beta-
galactosidase gene, the expression of which is accompanied by blue staining of virus plaques in 
the presence of 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside (X-gal) [19, 20]; the beta-
glucuronidase gene produces colored or fluorescent products depending on the substrate used [21]. 
More recent studies are associated with the use of fluorescent proteins [22, 23]. 

The most promising direction in the selection and isolation of recombinant poxviruses is the 
use of fluorescent proteins as markers. In the Laboratory of Molecular Biology and Genetic 
Engineering of the Research Institute of Biological Safety Problems, vector plasmid DNAs were 
constructed and a method for obtaining recombinant capripoxviruses by homologous 
recombination under conditions of temporary dominant selection using the Escherichia coli gene 
encoding the enzyme xanthine-guanine phosphoribosyl transferase (gpt) as a selective marker was 
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developed [24]. The purpose of these studies was to optimize the selection of recombinant nodular 
dermatitis viruses in the development of vector vaccines. 
 

Materials and methods of research 
Cell cultures used in this study were provided by the Cell Biotechnology Laboratory of the 

Research Institute for Biological Safety Problems. Primary lamb testicular cells (LT) were cultured 
at 37°C in 5% CO2 in a semi-synthetic near-wall medium (SNM, RIBSP, RK) supplemented with 
10% (v/v) fetal bovine serum (FBS, Sigma, USA). 

We used the recombinant Lumpy skin disease virus Atyrau-B obtained as a result of 
knockout of the LSDV008 gene in the genome of the virulent strain Dermatitis 
nodulares/2016/Atyrau/KZ. Lumpy skin disease viruses were propagated on LT cells using SNM 
containing 2% FBS for 7–10 days at 37°C in 5% CO2. Virus activity was determined by 
microtitering in 96-well plates. The titer was calculated according to the method of Reed and 
Mench and expressed in lg TCID50/cm3. 

Integration plasmids pIN-LSDV066-EGFP and pIN-LSDV066-IL18 for inserting the green 
fluorescent protein (EGFP) gene or bovine interleukin-18 (bIL-18), respectively, into the 
thymidine kinase locus of the viral genome were constructed as described by us previously [25]. 

Recombinant viruses were obtained by homologous recombination under transient dominant 
selection conditions, as described previously [24]. Briefly, a monolayer of LT cells was infected 
with Lumpy skin disease virus Atyrau-B or its derivatives at a dose of 0.1 TCID50/cell for 2 h, and 
then transfected with the appropriate integration plasmid using Lipofectamine 2000. When the 
cytopathic effect (CPE) reached 80% (3 -5 days), cells were lysed by three freeze-thaw cycles. To 
enrich the transfection pool with recombinant viruses, 2–3 successive passages were performed in 
selective SNM containing 2% FBS, 2.5 µg/ml mycophenolic acid, 25 µg/ml xanthine, and 
1.5 µg/ml hypoxanthine. The selection of recombinants was performed by cloning methods of 
limiting dilution and plaques. Recombinant viruses were identified by fluorescence microscopy 
and PCR. PCR analysis was performed to determine the homogeneity of the recombinant virus, 
i.e. complete absence of the parental virus, using primers RCR-TK-F 5'-aattataggacctatgttttctggc-
3' and RCR-TK-R 5'-cagcgtcttttaataacattccat-3'. The size of the product for the parental virus is 
413 bp, with the inserted EGFP gene - 1225 bp, with the inserted bIL-18 gene - 1085 bp. 

PCR was performed in 25 µl containing 5 µl 5x OneTaqStandard reaction buffer, 0.5 µl 
10 mM dNTP, 1 µl each primer (10 pmol/µl) and 0.125 µl OneTaq DNA polymerase (0.625 U), 
1 µl template DNA (100 ng/µl) and sterile distilled water to the final reaction volume. Template 
DNA was denatured for 30 s at 94°С, primers were annealed at 50°С for 30 s, and the chain was 
extended at 72°С for 90 s (30 cycles). 

To select virus plaques and evaluate the expression of green fluorescent protein by the 
recombinant lumpy skin disease virus, an Altami LUM-2 luminescent microscope was used. 

Expression of interleukin 18 by recombinant lumpy skin disease virus was confirmed by 
Western blotting as described previously [24] using polyclonal mouse anti-bIL18 sera. 

 
Results and discussion 
Recombination of the viral genome under conditions of temporary dominant selection occurs 

as follows. During the first crossing over, the entire integration plasmid is inserted into the viral 
genome (Figure 1A). The result is an unstable construct that can only exist under the selective 
pressure of mycophenolic acid. After the selective pressure is removed, intramolecular 
recombination of the viral genome occurs in the regions of homology, and two types of viruses are 
formed: recombinant with the target gene and the original wild-type variant. In some cases, ten or 
more rounds of cloning by limiting dilution and plaque formation are required to isolate a 
recombinant virus. 

To increase the efficiency of selection of recombinants, we have developed an acceptor virus 
with a fluorescent protein marker gene inserted into its genome. When using an acceptor virus for 
homologous recombination under conditions of temporary dominant selection, the selection of 
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recombinants is possible after 2-3 rounds of plaque cloning. If the plaques of the acceptor virus 
and viruses with an unstable genetic genome fluoresce due to the expression of the marker gene, 
the plaques of the recombinant virus remain colorless under fluorescence microscopy. As can be 
seen from Figure 1B, as a result of intramolecular recombination of the genome after the removal 
of selective pressure, two types of virus are formed - fluorescent and non-fluorescent ("from green 
to colorless"). 

 

 
A 

 
B 

 
Figure 1 - Scheme of homologous recombination of the viral genome under conditions of 

temporary dominant selection: direct insertion of a foreign gene (A) and insertion of a foreign gene by 
replacing the marker gene - the "green to colorless" strategy (B) 

 
At the first stage of research, we developed an acceptor virus. The green fluorescent protein 

gene has been inserted into the genome of the Atyrau-B lumpy skin disease virus. For the selection 
of recombinant viruses, fluorescent microscopy was used in combination with PCR. As a result, 
three clones of recombinant Atyrau-BJ(EGFP) viruses containing the green fluorescent protein 
gene in their genome were obtained. Genetic stability was confirmed by serial passaging of the 
recombinant for 10 passages (Figure 2A). As can be seen from Figure 2A, the thymidine kinase 
locus (LSDV066) remains stable for 10 passages, retaining the inserted foreign gene in its 
composition. 

 

 
А 

 
Б 

 
A: analysis of clones of the recombinant Atyrau-BJ(EGFP) virus for the presence of the EGFP gene, 

the structure of the LSDV066 locus; 1-3 - DNA of virus clones after the fifth passage, 4-6 - DNA of virus 
clones after the tenth passage, PC - positive control (plasmid DNA). B: analysis of clones of the 
recombinant Atyrau-BJ(IL18) virus for the presence of the IL18 gene, the structure of the LSDV066 locus; 
1 - virus DNA after the fifth passage, 2 - virus DNA after the tenth passage, PC - positive control (plasmid 
DNA) 

Figure 2 – PCR analysis of recombinant viruses after 5 and 10 passages 
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Expression of the inserted green fluorescent protein gene was assessed by fluorescent 
microscopy. It was found that individual fluorescent cells were registered in the monolayer as early 
as three hours after the cells were infected with the recombinant virus (Figure 3A). Over time, 
their number increases (Figures 3B and 3C), and after 24 h, almost all cells of the infected 
monolayer fluoresce (Figure 3D). In this case, the cytopathic effect of the virus can be observed 
only by the end of the third - the beginning of the fourth day of cultivation. 

 

 
A   B   C   D 

Figure 3 – Fluorescence microscopy of a monolayer of LT cells three (A), six (B), twelve (C) and twenty-
four hours (D) after infection with the recombinant Atyrau-BJ(EGFP) virus (100×) 

 
Thus, we obtained the Atyrau-BJ(EGFP) acceptor virus, which we further used to insert the 

target gene using the “green to colorless” strategy. We used the mRNA sequence encoding bovine 
interleukin-18 as the target gene. 

A monolayer of LT cells was infected with the Atyrau-BJ(EGFP) acceptor virus and 
transfected with the integration plasmid pIN-LSDV066-IL18. The cell lysate after transfection was 
cloned by the plaque method under a layer of agarose. The plaques were analyzed by light and 
fluorescent microscopy (Figure 4). 

 

 
A - light microscopy, B - simultaneous fluorescent and light microscopy 

 
Figure 4 – Microscopy of plaques formed in cell culture of lamb testicles by recombinant Lumpy skin 

disease viruses 
 
Non-fluorescent plaques were expanded and analyzed by PCR. To completely remove the 

acceptor virus, the resulting viral clones were re-cloned. As a result, an Atyrau-BJ(bIL18) virus 
clone expressing bovine interlekin-18 was obtained. During 10 consecutive passages, the virus 
remained genetically stable (Figure 2B). This was also evidenced by the expression of interleukin-
18, confirmed by Western blot (Figure 5). Thus, using the "green to colorless" strategy, the 
selection of recombinant viruses became possible in two rounds of cloning. 
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1 - bacterially expressed interleukin 18 (positive control), 2, 4 - uninfected LT cells, 3 - cells infected 

with Atyrau-BJ(IL18) virus, after the fifth passage, 5 - cells infected with Atyrau-BJ(IL18) virus, after tenth 
passage 

 
Figure 5 – Immunodetection of interleukin 18 expressed by the recombinant Lumpy skin disease 

virus Atyrau-BJ(IL18) 
 

Similar strategies have been used in the production of recombinant vaccinia viruses. Di Lillo 
et al. [26] developed a method for obtaining modified vaccinia virus recombinants by combining 
transient selection for host range (based on the restoration of the deleted vaccinia K1L gene in 
MVA) with differential expression of fluorescent proteins. In this case, two types of cell cultures 
RK13 and BHK-21 are used. The three types of viruses involved (red parent, green intermediate, 
and colorless final recombinant) are visualized using fluorescence microscopy, allowing efficient 
and rapid isolation of recombinant viruses. Later, the authors modified the purification method 
using flow cytometry for cell sorting [27]. Barbieri et al. [28] used this approach to obtain multiple 
inserts into the vaccinia virus genome. 

 
Conclusion 
The development of vector vaccines for the prevention of infectious diseases in animals and 

humans is a promising direction in vaccinology. Lumpy skin disease virus, like other members of 
the Capripoxvirus genus, has a limited host range and is not pathogenic to humans, which makes 
them unique vectors. Despite the ease of insertion of foreign sequences into the genome of 
poxviruses, the problem of selection of recombinants remains relevant. The development of an 
acceptor virus expressing a fluorescent marker protein and its use in recombination under 
conditions of temporary dominant selection for resistance to mycophenolic acid made it possible 
to significantly reduce the number of cloning rounds in the selection of recombinants.  

Thus, in order to increase the efficiency of selection of recombinant viruses, a “green to 
colorless” strategy was developed. This strategy is based on the replacement of the green 
fluorescent protein marker gene with the target gene. 
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